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1 Kirjallisuuskatsaus  
1.1 Syanobakteerit 
Syanobakteerit ovat gramnegatiivisia happea tuottavaan fotosynteesiin kykeneviä 
bakteereita. Ne muodostavat yhden bakteerien pääjaksoista eli fyylista (Caztenholtz 2001). 
Syanobakteerit elävät pääosin vesiympäristöissä, etenkin merissä ja järvissä, mutta monet lajit 
kykenevät elämään maalla mm. symbioottisissa suhteissa kasvien tai sienten kanssa ja jopa 
ääriolosuhteissa, kuten autiomaissa ja kuumissa lähteissä (Caztenholtz 2001, Whitton & Potts 
2012). Syanobakteerit kasvavat yksittäisinä soluina tai ryhminä joko rihmoina tai kolonioina. 
Vesistöissä syanobakteerit esiintyvät joko planktisina, eli vedessä keijuvina tai benttisinä 
kasvustoina erilaisilla pinnoilla (Whitton & Potts 2012).     Bakteereilla ei ole itiömuotoa, mutta 
osa lajeista muodostaa vegetatiivisista soluista poikkeavia muotoja, kuten lepomuotona 
toimivia akineetteja tai typensidontaan erikoistuneita heterokystejä (Caztenholtz 2001).    
Syanobakteerien aineenvaihdunta on usein hyvin monipuolista ja monet lajit kykenevätkin 
tuottamaan itsenäisesti kaikki tarvitsemansa yhdisteet sitomalla hiilidioksidia ja typpikaasua. 
Syanobakteereilla on tästä johtuen merkittävä rooli etenkin valtamerien typen- ja 
hiilenkierrossa, mutta ne parantavat myös maaperän ravinnetilaa (Knoll 2008, Whitton & 
Potts 2012). Autotrofisen aineenvaihdunnan lisäksi syanobakteereilla on muitakin 
kilpailuetuja. Ne muun muassa kestävät eukaryoottisia leviä korkeampia lämpötiloja ja 
kykenevät elämään vähemmällä valon määrällä. Elinympäristönsä mukaan syanobakteerit 
voivat kestää mm. korkeita suolapitoisuuksia, UV-säteilyä ja happamuutta (Whitton & Potts 
2012). Myös sekundaaristen metaboliittien tuotto on laajaa ja sisältää mm. peptidejä, 
alkaloideja, polyketidejä ja erilaisia pigmenttejä. Syanobakteerit ovat ainoita prokaryootteja, 
jotka muodostavat klorofylli A:ta (Allen 1984). Muihin tärkeisiin pigmentteihin kuuluu 
fykosyaniini, jonka aiheuttama sinertävä väri on antanut syanobakteereille kutsumanimen 
sinilevät (eng. blue-green algae). Kaikki syanobakteerilajit eivät kuitenkaan muodosta 
fykosyaniinia (Whitton & Potts 2012).    
 Vaikka syanobakteerit tunnetaan luultavasti parhaiten myrkyistään, kuten mikrokystiineistä 
ja saksitoksiineista, osalla syanobakteerien bioaktiivisista yhdisteistä on havaittu muun 
muassa antiviraalisia, antifungaalisia ja antileukeemisia ominaisuuksia (Singh ym. 2011, 




1.2 Biosynteesireitit ja niiden tuotteet 
Syanobakteerien tiedetään tuottavan yli 1100 sekundäärimetaboliittia (Dittmann ym. 2015).  
Merkittävimmät näistä metaboliitteja tuottavista syanobakteerisuvuista ovat Lyngbya, 
Microcystis, Nostoc, ja Hapalosiphon.  Useissa tapauksissa näiden sekundäärimetaboliittien 
merkitys tuottajalleen on epäselvä, mutta koska niiden tuotto kuluttaa energiaa eikä 
syanobakteeri välttämättä menetä yhdisteen tuottokykyään edes laboratoriokasvatuksen 
optimaalisissa oloissa, on niistä oltava soluille hyötyä (Sivonen & Börner 2008).  Keskeisimmät 
sekundäärimetabolian biosynteesireitit ovat ribosomaalinen ja ei-ribosomaalinen 
peptidisynteesi sekä polyketidisynteesi. Jotkin yhdisteet kootaan hyödyntäen sekä NRPS- että 
PKS-koneistoja. Näitä reittejä kutsutaan hybridisynteesireiteiksi. Hybridisynteesissä NRPS- ja 
PKS-moduulien järjestys vaihtelee yhdisteen mukaan samoin kuin niiden suhteellinen osuus 
(Fischbach & Walsh 2006).     
 
1.2.1 Ei-ribosomaaliset peptidit, polyketidit ja niiden hybridit 
Monet syanobakteerien sekundaarimetaboliitit syntetisoidaan hyödyntäen joko ei-
ribosomaalista peptidisynteesiä tai polyketidisynteesiä tai niiden yhdistelmiä. Synteesien 
lähtöaineina toimivat proteogeeniset ja ei-proteogeeniset aminohapot sekä 
asyyliryhmät/malonyyli-KoA (Fischbach & Walsh 2006, Dittmann ym. 2015). Itse 
synteesimekanismit on esitelty tarkemmin kappaleissa 1.2.2 ja 1.2.2. Merkittävimpiä NRPS- ja 
PKS- tai hybridireittejä pitkin syntetisoituja yhdisteitä ovat hepatotoksiset mikrokystiinit ja 
nodulariinit, antifungaaliset anabaenolysiinit ja hassallidiinit, neurotoksiset jamaicamidit sekä 
syöpälääkkeenä käytetty Curacin A ja skytofysiinit (Pearson ym. 2010, Sithranga Boopathy  & 
Kathiresan 2011, Dittmann ym. 2015, Shishido 2015).  
 
1.2.2 Ei-ribosomaalinen peptidisynteesi 
Syanobakteerit muodostavat vain osan peptidiyhdisteistä normaalin ribosomaalisen synteesin 
kautta, jossa lähetti-RNA-molekyylit ovat keskeisessä osassa. Monet peptidiyhdisteet 
muodostuvat ei-ribosomaalisten peptidisynteesireittien kautta. Tällöin synteesistä vastaa 
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suuri entsyymikompleksi, ei-ribosomaalinen peptidisyntetaasi eli NRPS (nonribosomal peptide 
syntethase). Merkittävimmät entsyymialayksiköt ovat aloitus-, pidennys- ja lopetusyksiköt 
(Singh ym. 2012, Kuva 1.1). Aloitusyksikkö koostuu adenylaatio-osasta, joka valitsee liitettävän 
aminohapon ja aktivoi sen, sekä peptidin kuljetusproteiinista, joka nimensä mukaisesti 
kuljettaa aminohappoa tai peptidiä mukanaan ja siirtää sen seuraavalle yksikölle. 
Pidennysyksikössä on aloitusyksikön domeenien lisäksi vielä ainakin kondensaatio-osa, joka 
muodostaa peptidisidoksen kahden ensimmäisen aminohapon tai jo syntetisoidun 
peptidiketjun ja uuden aminohapon välille. Kompleksissa voi myös esiintyä aminohappoketjun 
muokkaukseen osallistuvia domeeneja (Finking & Marahiel 2004). Ne voivat mm. muuttaa 
aminohappojen stereoisomeerisen muodon, kuten epimeraasi, metyloida aminohapon, kuten 
metyylitransferaasi, tai liittää substraattiin hydroksyyliryhmän, kuten mono-oksygenaasi.  
Lopetusyksikössä on tioesteraasi domeeni, joka irrottaa peptidiketjun etsyymiryppään 
viimeisestä kuljettajayksiköstä. Tioesteraasi voi myös vaikuttaa peptidiketjun haarautumiseen 
tai syklin muodostukseen (Partanen 2013). Peptidiyhdiste voi nyt olla valmis tai sen 
muokkausta lopulliseen muotoon jatkavat uudet entsyymit (Fischbach & Walsh  2006).   
 
1.2.3 Polyketidisynteesi 
Polyketidien synteesi muistuttaa rasvahappojen synteesiä ja perusrakenneaineena onkin 
molemmissa malonyyli-KoA tai sen johdannainen (Fischbach & Walsh 2006). Synteesistä 
vastaa suuri entsyymikompleksi nimeltään polyketidisyntaasi eli PKS. Kuten ei-
ribosomaalisten peptidien synteesissä, katsotaan polyketidien synteesissä olevan kolme 
vaihetta: aloitus, pidennys ja lopetus (Kuva 1.1). Synteesi alkaa, kun malonyyli-KoA sitoutuu 
asyylitransferaasiin, joka siirtää sen asyylikantajaproteiinille. Pidennysmodulit sisältävät 
edellisten alayksiköiden lisäksi ketosyntaasidomeenin, joka katalysoi uuden asyyliryhmän 
liittämistä ketjuun muodostamalla hiili-hiilisidoksen. Lopetusyksikössä on NRPS:n tapaan 
tioesteraasi, joka irrottaa polyketidin kompleksista ja mahdollisesti antaa ketjulle 
rengasrakenteen. Myös polyketidisuntaaseissa voi esiintyä muokkaavia domeeneja, kuten 
esim. hydroksyyliryhmän muodostava ketoreduktaasi ja kaksoissidoksen aikaansaava 
dehydrataasi (Dutta ym. 2014). PKS voidaan jakaa etsyymikompleksin rakenteen ja 
synteesimekanismin mukaan tyyppeihin I, II ja III (Shen 2003, Fischbach & Walsh 2006). Tyyppi 
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I -synteesi käyttää kaikkia edellä mainittuja alayksiköitä ja on eniten rasvahapposynteesin 
kaltainen.    





Kuva 1.1 Ei-ribosomaalisten biosynteesien entsyymikomplekseja. Synteesissä käytettävän substraatin 
aktivoivat domeenit on värjätty keltaisella, substraattia kuljettavat osat sinisellä ja substraatit yhteen 
liittävät domeenit punaisella. Synteesin päättävä domeeni on värjätty vihreällä ja ei-välttämättömät, 
ketjun muokkaukseen osallistuvat domeenit harmaalla. Kompleksit ovat rakenteeltaan hyvin 
samankaltaisia.  A = adenylaatio-yksikkö, PCP = peptidiä kuljettava proteiini, C = kondensaatioyksikkö, 
TE = tioesteraasi, OD = valinnainen yksikkö (useita erilaisia), AT = asyylitransferaasi, ACP = asyylia 
kuljetava proteiini, KS = ketosyntaasi (Kuva muokattu Partasen (2013) ja Shishidon (2015) mukaan). 
 
1.2.4 Ribosomaaliset peptidit 
Eräät peptidiyhdisteet syntetisoidaan proteiinien tapaan ribosomien kautta, mutta tämän 
jälkeen muodostunut polypeptidiketju pilkotaan translaation jälkeisessä muokkauksessa 
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pienemmiksi yksiköiksi (Welker & Von Döhren 2006, Arnison ym. 2013). Synteesin aloittava 
peptidiketju on tyypillisesti noin 100 aminohapon pituinen ja koostuu kahdesta osasta (Kuva 
1.2). Ketjun alkuosan johtava sekvenssi on melko konservoitunut ja ohjaa ketjua muokkaavien 
entsyymien toimintaa. Sitä seuraava ydinketju koodaa lopullisia peptidituotteita (Schmidt 
2010). Ketjun lopussa saattaa vielä olla sekvenssi, joka ohjaa peptidiyhdisteen 
rengasrakenteen muodostusta (Arnison ym. 2013). Ribosomaalisen synteesin jälkeen erilliset 
entsyymit alkavat muokata peptidiketjua mm. yhdisteiden metylaatiolla tai 
hapettamisreaktioilla (Dittmann ym. 2015). Syanobakteerien tuottamia ribosomaalisia 
peptidejä ovat esim. syanobaktiinit ja mikroviridit (Dittmann ym. 2015). Varsinkin 
syanobaktiineilla on todettu olevan potentiaalia uusien lääkeaineiden kehittämisessä (Sivonen 
ym. 2010).       
 
 
Kuva 1.2 Ribosomaalisen peptidin synteesi. Punaiset pallot kuvaavat peptidin muokkausta ohjaavia 
aminohappoja, siniset pallot ydinketjun aminohappoja (Kuva muokattu Leikoski (2013) mukaan). 
 
1.2.5 Terpeenit ja terpenoidit 
Terpeenit ovat isopreenin eli 2-metyyli-1,3-butadieenin polymeerejä, mistä syystä niitä 
kutsutaan myös isoprenoideiksi. Mikäli molekyyli sisältää muitakin alkuaineita kuin hiiltä ja 
vetyä puhutaan terpenoideista (Keskitalo ym. 2001). Ryhmä on hyvin laaja ja sisältää mm. 
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merkittäviä lääkeaineita, hormoneja, toksiineja, aromiaineita ja pigmenttejä (Dittmann ym. 
2015, Pattanaik & Lindberg 2015). Syanobakteerit hyödyntävät terpeenien muodostuksessa 
metyylierytritolifosfaatti-reittiä (MEP pathway), jota pitkin ne tuottavat pyruvaatista ja 
glyseraldehydi-3-fosfaatista isopentenyylipyrofosfaattia (IPP) ja sen isomeeriä 
dimetyyliallyylipyrofosfaattia (DMAPP). Nämä yhdisteet toimivat kaikkien terpenoidien 
perusrakennusaineena (Pattanaik & Lindberg 2015). Syanobakteerien tuottamia terpeenejä 
ovat mm. geosmiini ja 2-metyyli-isoborneoli, joilla on voimakas ominaishaju (Yamada ym. 
2015).   
 
1.2.6 Alkaloidit 
Alkaloidit, joista on käytetty myös nimeä kasviemäkset, ovat rengasrakenteisia typpipitoisia 
yhdisteitä, joilla on emäksisiä ominaisuuksia. Hyvin monilla tämän ryhmän yhdisteillä on 
myrkky- tai lääkevaikutus (Dittmann ym. 2015, Tadeusz 2007). Ryhmä on hajanainen, joten 
alkaloidien luokittelu on hankalaa (Tadeusz 2007). Alkaloidit rakentuvat pääsääntöisesti 
aminohapoista, mutta joskus rakenneosina ovat aminohappojohdannaiset, jolloin typpi 
aminoidaan tai transaminoidaan molekyyliin melko myöhäisessä vaiheessa (Tadeusz 2007). 
Alkaloidien synteesi voi tapahtua myös hybridisynteesinä esim. isopreenien kanssa, jolloin 
aminohapot osallistuvat vain hiilirungon aminointiin (Sivonen 1996, Tadeusz 2007, Dittmann 
ym. 2015). Merien eliöt eivät tuota alkaloideja siinä määrin kuin maakasvit. Syanobakteerien 
tuottamia alkaloideja on tutkittu verraten vähän, joitakin toksiineja lukuun ottamatta 
(Sithranga Boopathy & Kathiresan 2011, Gademann & Portman 2008). Tärkein alkaloidiryhmä 
ovat indolialkaloidit. Merkittävimpiä syanobakteerien tuottamia alkaloideja ovat myrkylliset 
anatoksiinit, saksitoksiinit ja hapalindolit sekä calothrixiinit, joita hyödynnetään syövän 
hoidossa (Sivonen & Jones 1999, Vijayakumar & Menakha 2015). Cylindrospermopsiinit 
luokitellaan myös alkaloideiksi, vaikka niiden synteesiin osallistuukin NRPS/PKS synteesi 
komplekseja. Cylindrospermopsinista on havaittu niin yleistä sytotoksisuutta, 




1.3 Bioaktiivisten yhdisteiden etsiminen lääkekäyttöön 
Lääketieteen etsiessä yhä uusia tapoja hoitaa patogeeni-infektioita ja pahanlaatuisia 
kasvaimia merien mikrobit (bakteerit, syanobakteerit, sienet ja mikrolevät) ovat nousseet 
kiinnostuksen kohteiksi (Burja ym 2001, Nikapitiya 2012). Merten flooraa on tutkittu 
vähemmän kuin maaeliöitä ja useilla merieliöillä on hyvin laaja sekundaaristen metaboliittien 
tuotto (Burja ym. 2001). Monilla merten mikrobien metaboliiteilla onkin havaittu syöpää 
hillitseviä ominaisuuksia. Metaboliitit voivat mm. aktivoida syöpäsoluja tuhoavia 
leukosyyttejä, myötävaikuttaa apoptoosin käynnistymiseen tai estää solujen DNA:ta 
hapettumasta (Sithranga Boopathy & Kathiresan 2011). Syanobakteerit vaikuttavat kaikkein 
lupaavimmalta ryhmältä uusien hyödynnettävissä olevien bioaktiivisten aineiden löytämiseksi 
(Singh ym. 2005, Tan 2010, Sithranga Boopathy & Kathiresan 2011).  
Merten mikrobeista tehtyjen uutteiden seulonta on antanut tietoja, joita on käytetty hyväksi 
lääkkeiden kehittämisessä (Gerwick & Moore 2012). Kun löydetyn aktiivisuuden aikaansaava 
yhdiste on tunnistettu, se voidaan eristää käyttämällä apuna useimmiten kromatografiaa 
yhdistettynä massaspektrometriaan tai ydinmagneettiseen resonanssiin (Gerwick & Moore 
2012). Seulontaan on olemassa useita menetelmiä. Puhtaiden yhdisteiden tai soluista 
uutettujen fraktioiden tehoa voidaan testata esimerkiksi suoraan soluilla. Testissä mitataan 
solujen kuolleisuutta joko mikroskoopilla tai kolorimetrisillä menetelmillä (Samarakoon ym. 
2013, Humisto ym. 2016). Tämän menetelmän ongelmana on, että löydetyn aktiivisuuden 
saattaa aiheuttaa jokin ennestään tunnettu yhdiste (Welker ym. 2011). Lisäksi tutkimukset 
elävillä solukasvustoilla voivat olla työläitä ja kalliita. Vain tiettyihin biokemiallisiin 
prosesseihin keskittyvät in vitro -testit ovat helpommin automatisoitavissa, mutta jotkin 
aktiiviset yhdisteet voivat jäädä huomaamatta, sillä ne voivat aiheuttaa kaivatun 
lopputuloksen, kuten apoptoosin, eri mekanismin kautta kuin mitä in vitro -testissä tutkitaan 
(Humisto ym. 2016). Seulontaa voidaan suorittaa myös kokonaan käänteisellä periaatteella 
ensin etsimällä ja eristämällä kiinnostavaksi koettu yhdiste ja vasta sen jälkeen testaamalla se 
(Gerwick & Moore 2012). Tutkitun organismin koko genomin tutkiminen voi auttaa löytämään 
uusia yhdisteitä, mikäli havaitaan biosynteesireitti, joka muistuttaa ennestään bioaktiivisiksi 
tunnettujen yhdisteiden synteesireittejä (Welker ym. 2011, Humisto ym. 2016).  Löydetyistä 
yhdisteistä voidaan myös yrittää tunnistaa rakenteita, joista voidaan johtaa biosynteesireitti 
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(Welker ym.  2011). Aiemmin löydetyt yhdisteet kirjataan tietokantoihin, jolloin niiden 
tunnistaminen on nopeaa ja vertailu helppoa (Gerwick & Moore 2012).    
 
1.4 Menetelmien perusteita 
1.4.1 Kiinteäfaasiuutto 
Kiinteäfaasiuutto (eng. Solid phase extraction, SPE) on erotusmenetelmä, jota hyödynnetään 
usein näytteiden esikäsittelyssä ennen muita toimenpiteitä, kuten nestekromatografiaa. 
Erotus tapahtuu putkeen eli patruunaan (eng. cartridge) pakatussa stationaarifaasissa. 
Yleensä tutkittava analyytti on nesteeseen liuotettu yhdiste, mutta menetelmää voi myös 
käyttää nesteille ja kaasuille (Poole 2003). Tutkittava seos lisätään putkeen ja ajetaan paineen 
tai vakuumin avulla patruunan läpi, jolloin sen sisältämät ainesosat sitoutuvat eri 
voimakkuuksin stationaarifaasiin. Tämän jälkeen ne voidaan irrottaa stationaarifaasista useina 
fraktioina hyödyntämällä poolisuudeltaan poikkeavia liuottimia, joita kutsutaan eluenteiksi. 
Näytteen sisältämät yhdisteet muodostavat uusia sidoksia liuottimien rakenneosien kanssa 
irrottaen yhdisteet stationaarifaasista, jolloin yhdisteet voidaan erottaa kolonnista useina 
fraktioina poolisuutensa mukaan. Kiinteäfaasiuutot jaetaan stationaarifaasin ominaisuuksien 
mukaan normaalifaasi-, käänteisfaasi- ja ioninvaihto- uuttoon. Normaalifaasiuutossa 
stationaarifaasi on poolinen ja eluentti pooliton ja se soveltuu poolisten analyyttien 
erotteluun. Käänteisfaasiuutossa taas stationaarifaasi on pooliton ja eluentti poolinen ja 
menetelmä soveltuu tyypillisesti poolittomien sekä heikosti poolisten analyyttien erotteluun 
(Sigma-Aldrich 2016). Ioninvaihtouutossa stationaarifaasi on varauksellinen, joko positiivinen 
tai negatiivinen ja sitoo vastakkaisen varauksen omaavia partikkeleita. Kiinteäfaasiuuton 
vaiheita ovat pylvään aktivointi, näytteen lisäys, pesu ja eluointi (Żwir-Ferenc & Biziuk 2006). 
Aktivointi tapahtuu lisäämällä patruunaan liuotinta, jonka poolisuus on vastakkainen 
stationaarifaasin kanssa ja huuhtelemalla sitten patruuna liuottimella, johon näyte on 
liuotettu. Tämä solvatointi valmistaa pylvään erotukseen ja parantaa toistettavuutta. Sen 
jälkeen kolonniin voidaan lisätä näyte, jonka sisältämät rakenneosat sitoutuvat 
stationaarifaasiin. Yhdisteet irrotetaan vaiheittain ensin pesussa ja lopuksi eluoinnissa, joka 
erottaa halutun analyytin. Syanobakteerien metaboliitteja tutkittaessa on kiinteäfaasiuuttoa 
hyödynnetty mm. hepatotoksiinien rikastamiseen näytteessä (McElhiney & Lawton 2005, Yen 





Kromatografiassa tutkitaan näyteaineen tai -aineiden jakaantumista kahden faasin välillä. 
Keskeisiä ominaisuuksia ovat tutkittavien aineiden poolisuus, liukoisuus ja hiukkaskoko 
(Riekkola & Hyötyläinen 2002). Nestekromatografiaa käytetään liukoisten yhdisteiden 
erotteluun. Nestekromatografisia (eng. liquid chromatogrphy, LC) menetelmiä on useita, 
mutta kaikissa niissä liikkuvana faasina eli eluenttina on neste. Eluentti pumpataan tunnetulla 
nopeudella stationaarifaasin sisältävän kolonnin läpi. Kolonnissa näyteaineet a muodostavat 
eri vahvuisia sidoksia stationaarifaasin kanssa. Aineet muodostavat sidoksia myös liikkuvan 
faasin kanssa, joka irrottaa ne stationaarifaasista ja kuljettaa niitä mukanaan. Mitä 
voimakkaammin aineet sitoutuvat stationaarifaasiin, sitä hitaammin ne kulkeutuvat virran 
mukana kolonnissa. Matka, jonka aineet kulkevat tietyssä ajassa, on kullekin aineelle 
tyypillinen. Puhutaan retentioajasta, joka kertoo ajan tai tilavuuden injektiokohdan ja 
suurimman mitatun konsentraation välillä. Kapillaari on tavallisesti silikakapillaari, johon on 
sidottu kemiallisesti poolisia tai poolittomia ryhmiä. Poolisia ovat esim. silika- ja 
syanopropyyliryhmät ja poolittomia esim. oktadekyyli- ja syanoheksyyli-ryhmät. Käytössä on 
myös polymeeripartikkeleja (Riekkola & Hyötyläinen 2002).  Käänteisfaasinestekromatografia 
(RP-LC) on käytetyin kromatografinen menetelmä. Siinä eluentti on stationaarifaasia 
poolittomampi. Normaalifaasinestekromatografiassa eluentti on pooliton ja stationaarifaasi 
poolinen. Eluentin koostumus voi nestekromatografiassa pysyä samana koko ajon ajan, jolloin 
eluutiomenetelmä on isokraattinen, tai koostumus voi muuttua joko jatkuvasti tai portaittain, 
jolloin kyseessä on gradienttisysteemi (Riekkola & Hyötyläinen 2002).    
Massaspektrometria perustuu yhdisteiden ionisoimiseen eli kohdemolekyylien muuttamiseen 
varauksellisiksi. Tämä voidaan aikaansaada mm. pommittamalla molekyylejä hiukkasilla tai 
partikkeleilla, kuten elektroneilla, fotoneilla, ioneilla tai atomeilla, joiden törmäyksellä on 
tutkittaviin molekyyleihin hajottava vaikutus. Hiukkaset voivat esimerkiksi viedä mukanaan 
joitain elektroneja näytemolekyylien elektroniverhosta. Molekyylit voidaan ionisoida myös 
hyödyntämällä ioniplasmaa, säteilyä, terminaatiota tai sopivia pintoja, joihin molekyylit 
törmäävät (Ketola ym. 2010). Molekyylit voivat ionisoiduttuaan myös hajota pienemmiksi 
hajoamistuotteiksi. Ionisaation jälkeen varaukselliset molekyylit ohjataan esim. tyhjiössä 
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olevien magneettikenttien kautta detektorille. Hajoamistuotteista ilmaistaan yleensä niiden 
suhteellinen osuus sekä massan ja varauksen suhde (eng. mass-to-charge ratio, m z-1).  
Nestekromatografi on mahdollista liittää massaspektrometrin näytteensyöttölaitteeksi, mikä 
parantaa analyysimenetelmän herkkyyttä ja spesifisyyttä verrattuna pelkkään 
massaspektrometriseen analyysiin. Tekniikoiden yhdistäminen edellyttää liitosmenetelmää, 
jolla voidaan poistaa ylimääräinen liuotin ja muokata tutkittavat yhdisteet ionimuotoisina 
kaasufaasiin (Ketola ym. 2010). Yleisimmät tähän käytetyt menetelmät ovat 
sähkösumutusionisaatio, kemiallinen ionisaatio ilmanpaineessa ja fotoionisaatio 
ilmanpaineessa. LC/MS -tekniikoita hyödynnetään yleisesti mm. syanobakteerien toksiinien 
havaitsemiseen ympäristönäytteistä ja niiden bioaktiivisten yhdisteiden synteesien 
tutkimiseen (Harad ym. 2004, Oehrle ym. 2010).   
 
1.4.3 Maljadiffuusio- ja hemolyyttisyysmenetelmät 
Maljadiffuusiomenetelmässä kiinteälle kasvualustalle asetetaan tutkittavalla liuoksella 
kyllästettyjä pahvikiekkoja, joista liuoksen yhdisteet diffuntoituvat alustaan. Kiekkojen 
asettamisen yhteydessä näille kiinteille kasvualusotoille siirrostetaan kasvamaan tutkimuksen 
kohteena olevaa mikrobia (Espinel-Ingroff 2007). Mikäli tutkittava yhdiste on mikrobille 
haitallinen, estyy mikrobin kasvu lähellä kiekkoa, jonka ympäristössä haitallisen aineen 
pitoisuus on suurimmillaan. Kiekon ympärille syntyy estovyöhyke, joka on sitä laajempi, mitä 
haitallisempi yhdiste on. Maljadiffuusiomenetelmien etuna on niiden helppo toteutettavuus. 
Testit eivät kuitenkaan kerro mitään yhdisteen rakenteesta. Maljadiffuusiotestiä voidaan 
käyttää mm. kantojen bioaktiivisuuden seulontaan niistä valmistetuista uutteista, tai 
yksittäisen puhdistetun aineen kvantitatiiviseen testaukseen (Wayne 2008). Myös yhdisteen 
liukoisuus on osattava huomioida.  
Hemolyyttisyys eli kyky hajottaa punasoluja testataan ravintoalustalla, johon on sekoitettu 
nisäkkään verta, josta on poistettu fibriini. Mikäli maljalle imeytetty yhdiste on hemolyyttinen, 
se muodostaa kirkkaan hemolyysivyöhykkeen maljalle. Värimuutos on sitä laajempi, mitä 
hemolyyttisempi yhdiste on. Hemolyyttisyystyyppejä on kahdenlaisia. Beta-hemolyysissä 
punasolut hajoavat täydellisesti, jolloin maljalle jää kirkas kehä. Alfa-hemolyysissä hajoaminen 
on epätäydellistä ja hemoglobiini jää osittain ehjäksi saaden aikaan vihreän värin. 
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Gammahemolyysistä puhutaan, kun hemolyysiä ei esiinny ollenkaan (Narins ym. 2003).  
Vaikka testiin käytetään yleensä elävää mikrobikasvustoa, voidaan testi suorittaa myös 
kasvustosta uutetuilla aineilla, kuten yhdisteiden bioaktiivisuutta selvitettäessä (Manns ym. 
1994).   
 
1.4.4 Solutestit 
Syöpäsoluja käytetään useiden laboratorioiden biolääketieteellisissä testeissä. Solut ovat 
peräisin potilailta otetuista näytteistä (eng. biopsy), joita on alettu kasvattaa elatusaineissa. 
Jotkin näistä soluista kykenevät jakaantumaan loputtomasti ja muodostavat näin ollen 
kuolemattoman solulinjan (Masters 2000). Tällaisten solulinjojen kasvatusolosuhteet tulisi 
pitää muuttumattomina, jotta muuttuneet olosuhteet eivät aiheuttaisi poikkeavia soluja 
suosivaa selektiota ja siten muuttaisi solulinjan ominaisuuksia. Lisäksi mikrobit kontaminoivat 
kasvustoja helposti (Masters 2000). Tutkittaessa potentiaalisia lääkeyhdisteitä ne voivat 
vaikuttaa syöpäsoluihin useiden erilaisten mekanismien kautta.  Yhdisteet voivat esimerkiksi 
vahingoittaa solun tukirangan rakennetta, vaikuttaa signaalireitteihin tai reagoida DNA:n 
kanssa (Balis 2002, Humisto ym. 2016). Laajemman kuvan saamiseksi testit suoritetaan 
yleensä usealla eri solulinjalla, joihin voi kuulua myös normaaleja soluja yleisen 
sytotoksisuuden selvittämiseksi (Haglund ym. 2012, Florento ym. 2012, Humisto ym. 2016).  
Testeissä on tärkeää valita oikea menetelmä solujen kuolleisuuden mittaamiseksi. Usein 
käytetään kolorimetrisiä menetelmiä, jotka perustuvat solujen metabolisen aktiivisuuden 
tuottamien värin muutosten mittaamiseen (Zang ym. 2012). Nämä menetelmät antavat 
kuitenkin herkästi vääriä tuloksia, mikäli tutkittavan yhdisteen seassa on epäpuhtauksina 
pigmenttejä. Mikroskopointi sisältää paljon manuaalista työtä, mutta näytteistä voidaan 
arvioida solukuolleisuuden lisäksi myös solujen tilaa (Humisto ym. 2016).  Käytössä on myös 







2 Tutkimuksen tavoitteet 
Syanobakteerit tuottavat lukuisia bioaktiivisia yhdisteitä ja monella niistä on todettu olevan 
lääkinnällinen tai myrkyllinen vaikutus ihmisen soluihin. Tässä tutkimuksessa tarkasteltiin 
kahtakymmentä kantakokoelmaan kuuluvaa syanobakteerikantaa, joilla oli aiemmin todettu 
sytotoksisia ominaisuuksia solutesteissä. Osa kannoista oli akseenisia eli puhdasviljelmiä, jotka 
eivät sisältäneet vieraita mikrobeja. Tutkimuksen tavoitteena oli löytää menetelmä 
antileukeemisten fraktioiden eristämiseksi syanobakteerikantojen uutteista 
kiinteäfaasiuuttoa ja nestekromatografiaa hyödyntäen. Tähän valittiin neljä kantaa: HIID B4B, 
HIIDB16A, OSC251 ja XPORK11B. Kantojen valinnan perusteena olivat Humisto ym. 2016 
suorittamat tutkimukset (Liite 1). Tavoitteena oli määrittää aktiiviset eli antileukeemiset 
fraktiot eri kannoissa ja siten edistää antileukeemisten yhdisteiden tunnistamista uutteista. 
Lisäksi kartoitettiin syanobakteerikantojen metaboliittien kykyä estää erilaisten mikrobien 
kasvua sekä tuhota punasoluja. Joidenkin syanobakteerikantojen genomisekvenssi oli 
selvitetty aikaisemmin. Tutkimuksessa tarkasteltiin näiden kantojen genomien sisältämiä 
avoimia lukukehyksiä, jotka yhdessä voisivat muodostaa sekundaarisia metaboliitteja 
koodaavia klustereita. Näitä klustereita tutkimalla pyrittiin esittämään arvioita kantojen 
tuottamien sekundäärimetaboliittien määrästä ja rakenteesta. Tutkimuksen aikana 













3 Materiaalit ja menetelmät 
3.1 Syanobakteerien kasvatus ja solumassan keräys 
Tutkittavia syanobakteerikantoja oli 20 ja ne kuuluivat Helsingin yliopiston 
syanobakteerikantakokoelmaan (taulukko 3.1). Kantoja kasvatettiin massakasvatusviljelminä 
joko Z8-kasvatusalustassa tai typettömässä Z8X-kasvatusalustassa (Kótai 1972, Liite 2). 
Kasvatus tapahtui huoneenlämmössä jatkuvassa ilmastuksessa ja valaistuksessa (11 – 16 µmol 
m-2 s-1). Solujen keräämiseen massakasvatusviljelmistä käytettiin kahta tapaa. Solut erotettiin 
kasvatusliuoksesta sentrifugoimalla (Thermo Scientific, Sorvall LYNX 6000 Superspeed 
Centrifuge, Germany) 7 min 7000 x g voimakkuudella, minkä jälkeen supernatanttia poistettiin 
mahdollisimman paljon. Toinen tapa oli antaa syanobakteerikasvustojen laskeutua 
kasvatuspullojen pohjalle, minkä jälkeen kasvatusliuos poistettiin pinnalta lappoletkun avulla. 
Kerättyjä soluja säilytettiin -20 °C, kunnes loputkin vedestä poistettiin kylmäkuivauksen avulla 
(Christ® Beta 2-8 LSCplus, Lyocube 4-8, Germany). Kylmäkuivausta varten solut jäädytettiin 
ensin -80 °C. Kuivattua solumassaa säilytettiin huoneenlämmössä.      
Taulukko 3.1 Tutkimuksessa käytetyt syanobakteerikannat.  
Kanta  Suku Eristyspaikka Kasvuympäristö  Akseenisuus Ravintoalusta 
HIID B4B Geminocystis sp. Hiidenvesi, Mustionselkä sedimentti Kyllä Z8 
HIID B11B Geminocystis sp.  Hiidenvesi, Mustionselkä sedimentti Ei Z8 
HIID B16A Pseudanabaena sp. Hiidenvesi, Mustionselkä sedimentti Ei Z8 
HIID B21B Leptolyngbya sp.  Hiidenvesi, Mustionselkä sedimentti Ei Z8 
HIID B22A Phormidium sp.  Hiidenvesi, Mustionselkä sedimentti Ei Z8 
HIID D1B  Nostoc sp. Hiidenvesi, Kiihkelyksenselkä sedimentti Kyllä Z8 
HIID D2A Leptolyngbya sp.  Hiidenvesi, Kiihkelyksenselkä sedimentti Ei Z8 
HIID D3  Trichormus sp. Hiidenvesi, Kiihkelyksenselkä sedimentti Kyllä Z8 
HIID D7A Anabaena sp. Hiidenvesi, Kiihkelyksenselkä sedimentti Ei Z8X 
OSC 2 Plankthrotix sp. Markusbölefjärden planktinen Ei Z8 
OSC 18 Plankthrotix sp. Långsjön, Åland planktinen Ei Z8 
OSC 45 Plankthrotix sp. Enäjärvi planktinen Kyllä Z8 
OSC 245 Plankthrotix sp. Lappalanjärvi planktinen Ei Z8 
OSC 251 Plankthrotix sp. Dragsfjärd planktinen Ei Z8 
OSC 278 Plankthrotix sp. Vesilaitos Raisio-Naantali planktinen Ei Z8 
OSC 289 Plankthrotix sp. Itämeri planktinen Ei Z8 
OSC 127  Plankthrotix sp. Vesijärvi planktinen Kyllä Z8 
XHIID C2 Nostoc sp. Hiidenvesi, Nummelanselkä benttinen Ei Z8X 
XPORK 9A Calothrix sp. Porkkalan niemi benttinen Ei Z8X 
XPORK 11B Anabaena sp. Porkkalan niemi benttinen Ei Z8X 
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3.2 Kylmäkuivattujen solujen metanoliuutto 
Kaksi grammaa kylmäkuivattua solumassaa uutettiin 60 ml metanolia, jonka jälkeen solut 
hajotettiin homogenisoimalla liuosta SilentCrusher M -laitteella (Heidolph, Germany) 20000 
rpm voimakkuudella 30 s ajan. Näytteitä sentrifugoitiin tämän jälkeen 5 min 10000 x g 
voimakkuudella. Supernatantti otettiin talteen ja pelletti suspendoitiin uudelleen 60 ml 
metanolia, minkä jälkeen solujen hajotus ja sentrifugointi toistettiin samalla tavalla. Saadut 
supernatantit yhdistettiin yhdeksi näytteeksi. Näytteitä säilytettiin -20 °C lämpötilassa.     
 
3.3 Metaboliittien talteenotto metanoliuutteista 
Kylmäkuivatusta solumassasta tehty metanoliuute, jota saatiin n. 120 ml, kaadettiin 
pyörökolviin, jonne lisättiin 5 g Chromatorex ODS silikageeliä (Fuji-Davidson Chemical Ltd.  
Japan). Näyte laitettiin pyöröhaihduttimeen (BUCH Rotavapor R-200, BUCH Vacuum Contrain 
V-800, BUCH Heating Bath B-490, Germany) metanolin poistamiseksi. Haihdutusta jatkettiin, 
kunnes kaikki metanoli oli haihtunut pois. Tällöin uutteen sisältämät metaboliitit olivat 
sitoutuneet silikageeliin. Haihdutuksessa paine säädettiin 100-150 mbar ja lämpötila + 30 °C. 
Kuivatus kesti 20-80 min. Silikageeliin sitoutunut uute otettiin talteen ja punnittiin. 
Pyörökolvia sonikoitiin lyhyesti silikapartikkelien irrottamiseksi kolvin pinnalta. Näytteitä 
säilytettiin + 4 °C suojattuna valolta. 
 
3.4 Metaboliittien fraktiointi kiinteäfaasiuutolla 
Kiinteäfaasiuutto suoritettiin normaalifaasiuuttona käyttäen STRATA ® SI-1 pylvästä 
(Phenomenex, California, USA). Patruuna aktivoitiin lisäämällä sinne ensin 12 ml isopropanolia 
ja sen imeydyttyä 12 ml heptaania. Tämän jälkeen patruunaan lisättiin tutkittava silikageeliin 
sidottu solumassauute, jota käytettiin 2,2 g. Näytettä eluoitiin kuudella eri liuottimella. 
Liuottimet valittiin kolonnin valmistajan suosituksen mukaan ja niitä käytettiin 
poolittomimmasta alkaen seuraavassa järjestyksessä: heptaani, dikloorimetaani, 
tetrahydrofuraani, asetoni, asetonitriili ja isopropanoli. Joitain uuttoja suoritettiin 
korvaamalla tetrahydrofuraani etyyliasetaatilla eluoitijärjestyksen ja liuotinmäärien pysyen 
kuitenkin samoina. Kutakin liuotinta käytettiin lähtökohtaisesti 12 ml. Pylväästä puhallutuksen 
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vaikutuksesta ulos tippuvat fraktiot kerättiin talteen koeputkiin. Koeputki vaihdettiin toiseen, 
kun voitiin havaita silmämääräisesti fraktion värin muutos tai kun noin puolet käytetystä 
liottimista oli eluoitunut pylväästä. Mikäli fraktion eluutio näytti keskeneräiseltä, lisättiin 1 ml 
liuotinta viimeisten pigmenttien irrottamiseksi. Kiinteäfaasiuuton jälkeen liuottimet 
haihdutettiin kerätyistä näytteistä pois puhalluttamalla koeputkiin typpikaasua, jolloin jäljelle 
jäi vain kiinteä aines. Näytteitä säilytettiin valolta suojattuna + 4 °C.     
 
3.5 Nestekromatografia ja massaspektrometria menetelmät 
Kiinteäfaasiuutosta saadut haihdutusjäännökset liuotettiin kukin uudelleen 2,2 ml metanolia. 
Tästä liuoksesta otettiin 1 ml nestekromatografilla fraktiointia varten. Lisäksi otettiin 200 µl 
TOF- massaspektrometri tutkimukseen. Jäljelle jäänyt millilitra kuivattiin uudelleen Bergeniin 
lähetettäväksi syöpäsolutestausta varten. Näytteet suodatettiin 0,2 µm suodattimien (13mm 
Syringe filter w/0,2 µm PTFE membrane, VWR international, Pennsylvania, USA) läpi ennen 
niiden injektointia HPLC-laitteisiin.   
Aluksi kiinteäfaasiuutosta saatujen näytteiden fraktiointiin käytettiin Agilent 1100 series HPLC 
-laitteistoa (Agilent Technologies, USA). Käytetty stationaarifaasi oli oktyylisilikafaasi 
Phenomenex Luna C8 (5 µm, 100 Å, 150 x 10,00 mm, 5 micron, Phenomenex, USA). Eluenttina 
käytettiin isopropanolin ja asetonitriilin 1:1 seosta. Ajon virtausnopeus oli 5 ml min-1. Kunkin 
näytteen kohdalla ajon pituudeksi säädettiin 7 min ja aina minuutin välein alettiin kerätä ulos 
virtaavaa fraktiota uuteen koeputkeen. HPLC-fraktioita saatiin siis yhteensä seitsemän 
koeputkea näytettä kohden. Kuhunkin ajoon injektoitiin 1 ml näytettä.  
HPLC-menetelmää päätettiin myöhemmin tehostaa vaihtamalla laitteistoa ja muuttamalla 
eluenttiseoksen koostumusta. Käyttöön otettiin Preparatiivinen HPLC sisältäen laitteet: 
Waters 2767 Sample manager -laitteisto (Waters Corporation, USA), johon oli kytkettynä 
Waters 2996 Photodiode Array -detektori, Waters Micromass ZQ -massaspektrometri, Waters 
2545 Binary Gradient -moduuli ja Waters 515 HPLC pumput sekä Waters SFO system fluidics 
organizer. Eluenttina käytettiin MQ-veden ja asetonitriili-isopropanolin seosta, niin, että ajon 
alussa veden pitoisuus oli 25 %. Vesipitoisuus laski lineaarisesti ajon edetessä, kunnes 
kymmenennen näytefraktion kohdalla eluentissa oli vain ACN:IPA-seosta. Stationaarifaasina 
toimi edelleen  Phenomenex Luna C8 (5 µm, 100 Å, 150 x 10,00 mm, Phenomenex, USA). Ajon 
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virtausnopeus oli 5 ml/min. Kunkin näytteen kohdalla ajon pituudeksi säädettiin 14 min ja 
ulosvirtaava fraktio kerättiin uuteen koeputkeen aina minuutin välein. HPLC-fraktioita saatiin 
siis 14 näytettä yhtä SPE-fraktiota kohden. Kutakin näytettä injektoitiin ajoon 600 µl.   
Näytteistä otettiin talteen 200 µl TOF-massaspektrometritutkimukseen, minkä jälkeen loput 
kuivattiin puhalluttamalla putkiin typpeä. Näytteitä säilytettiin -20 °C valolta suojattuina. 
Kuivatut näytteet lähetettiin tutkittaviksi Bergeniin, mikäli niiden alkuperäinen 
kiinteäfaasiuutolla tehty fraktio oli ilmentänyt syöpäsoluja tappavia ominaisuuksia.    
Kantojen HIIDB4B- ja HIIDB16A-aktiivisten fraktioiden ajoon kehitettiin omia menetelmiä 
löydettyjen aktiivisuuksien eristämiseksi. HIIDB16A-kannan kiinteäfaasiuuton 
tetrahydrofuraanilla eluoitujen fraktioiden metaboliitteja koetettiin eristää Agilent 1100 
series -laitteistolla. Näytettä injektoitiin n. 0,5 ml. Kolonnina käytettiin Kinetex C18 (5 µm, 100 
Å, 150 x 10,00 mm. Phenomenex, USA). Ajo suoritettiin gradienttiajona, jonka eluenttina toimi 
MQ-vesi ja IPA:ACN (1:1) -seos. Ajon alussa orgaanisten liuotinten määrä oli 50 % ja 
kymmenen minuutin kohdalla 100 %. Ajon kesto oli 13 minuuttia ja virtausnopeus 3 ml/min. 
Fraktiot pyrittiin keräämään piikkien mukaan, mutta tämä osoittautui epärealistiseksi johtuen 
piikkien määrästä. Lisäksi ajon painetta oli vaikea hallita. Etsityn metaboliitin vähäinen määrä 
solukosta tehdyssä metanoliuutteessa ja kiinteäfaasifraktioissa esti Waters 2767 Sample 
manager -laitteiston käytön metaboliitin puhdistamiseen massapiikkiä hyväksi käyttäen.      
HIIDB4B-kannan aktiivisen yhdisteen puhdistukseen käytettiin myös Agilent 1100 series 
nestekromatografia. Näytteenä käytettiin kiinteäfaasiuuton etyyliasetaattifraktioita, jotka 
neste-nesteuutettiin seokseen, joka koostui 600 µl metanolia, 600 µl vettä sekä 600 µl 
dikloorimetaania. Seosta sentrifugoitiin 5 min 16 000 x g kahden faasin erottamiseksi. HPLC-
ajoon otetiin poolinen vesi-metanolifraktio, jota injektoitiin 400-600 µl kerallaan.  Kolonnina 
käytettiin Kinetex C18 (5 µm, 100 Å, LC column, 150 x 10,00 mm. Phenomenex). Ajoliuos 
koostui aluksi 95 % vettä ja 5 % IPA:ACN seosta (1:1). Lopussa vettä ja orgaanisia liuottimia oli 
suhteessa 50:50. Ajon kesto oli 10 min ja virtausnopeus 3 ml/min. Fraktiot kerättiin talteen 
minuutin välein. Eristystä yritettiin myös Waters 2767 Sample manager -laitteistolla. Tällöin 
kolonnina oli oktyylifaasi (Luna 5u C8, 100 Å, 150 x 10,00 mm, 5 micron, Phenomenex, USA). 
Ajoliuoksen koostumus oli sama kuin Agilent 1100 -laitteistoa käytettäessä tai se koostui 
pelkästä IPA:ACN -seoksesta läpi ajon. Yhdisteen puhdistus ei kuitenkaan osoittautunut yhtä 
tehokkaaksi kuin Agilent 1100-laitteistolla. 
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Kaikista testattavista fraktioista otettiin näyte lentoaikamassa-analysaattorilla tehtäviin 
massaspektrometriatutkimuksiin, joissa selvitettäisiin kiinnostavien yhdisteiden rakennetta. 
Käytetty laite oli Acquity UPLC I-Class ja Synapt G2- Si HPLC/MS yhdistelmä (Waters 
Corporation, USA). Kaikkien Bergeniin lähetettyjen näytteiden kohdalla käytettiin samaa 
menetelmää. Koska erään HIIDB4B -fraktion metaboliitin liukoisuudessa oli aluksi 
epävarmuutta, käytettiin sen tutkimiseen kahta eri menetelmää.  Ajojen olosuhteet on 
kuvattu taulukossa 3.2. Käytetyt kolonnit olivat Kinetex® 1.7 µm C8 100 Å, LC Column 50 x 2.1 
mm, Phenomenex sekä HSS T3 1.8 µm 2,1x5mm Column Acquty, Waters. Näytteiden 
injektiotilavuus oli aina 1 µl ja massaspektrometrillä käytettiin sekä positiivista että 
negatiivista polariteettia. Kapillaarin jännite oli 1500 V. Lähteen lämpötila oli 120 °C ja 
kuivauslämpötilana 600 °C. Sumuttimen kaasuvirta oli 6,6 bar.  Sisäänmenokartion kaasuvirta 
oli 50 L/Hr ja kuivauskaasun virtaus 1000 L/Hr.  
Taulukko 3.2. QTOF LC ajojen parametrit 
tiedot Bergenin näytteet HIID B4B 1. HIID B4B 2. 
kolonni Kinetex®  C8  Kinetex®  C8  ACQUITY UPLC® HSS T3 
ajoliuos A Vesi (0,1 % HCOOH) Vesi (0,1 % HCOOH) Vesi (0,1 % HCOOH) 
ajoliuos B ACN:IPA (0,1 % HCOOH) ACN:IPA (0,1 % HCOOH) ACN:IPA (0,1 % HCOOH) 
gradientti B: 50 % -> 100 % 5 min B: 5 % -> 100 % 5 min B: 0 % -> 30 % 6 min 
   30 % -> 100 % 6,01 min 
kesto 10 min 10 min 11 min 
virtausnopeus 0,3 ml/min 0,3 ml/min 0,3 ml/min 
 
 
3.6 Testaus syöpäsoluilla  
Kiinteäfaasiuutolla ja HPLC:llä valmistetut fraktiot lähetettiin testattaviksi Bergenin 
yliopistoon niiden mahdollisesti antileukeemisten aktiivisuuksien selvittämiseksi. (Prof. Lars 
Herfindalin tutkimusryhmä, Bergenin yliopisto, Norja). Ensin lähetettiin kiinteäfaasiuuton 
näytteet (ks. kappale 3.4), jonka perusteella jatkettiin HPLC-menetelmällä tarkempaan 
uutteiden fraktiointiin (ks. kappale 3.5).  Näytteet testattiin Molm13wt-soluilla, jotka ovat alun 
perin ihmispotilaasta eristettyjä leukemiasoluja (Matsuo ym. 1997 & Humisto ym. 2016). 
Kiinteäfaasiuuton tai nestekromatografian avulla valmistetut ja typpipuhalluksella kuivatut 
fraktiot liuotettiin yleensä 50 µl dimetyylisulfoksidia (DMSO), mutta mikäli kuiva-ainetta oli 
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runsaasti, käytettiin jopa 150 µl DMSO:ta. Solutestaukset tehtiin 96-kuoppalevyillä 
nestekasvatuksissa. Kuoppalevylle lisättiin ensin sopiva solususpensio Molm13wt-soluista, 
minkä jälkeen lisättiin näytettä 1 % tai 0,5 % solususpension tilavuudesta. Näytteet 
laimennettiin tarvittaessa 1 x fosfaatilla puskuroituun saliiniliuokseen (1 x PBS). Soluja 
kasvatettiin yön yli eli 24 h +37 °C lämpötilassa 6 % CO2 atmosfäärissä. Tämän jälkeen lisättiin 
fixatiivia (4 % Fix 1 x PBS-liuoksessa) sekä DNA:han tarttuvaa Hoechst-fluoresenssiväriä (Sigma 
Aldrich, Missour, USA). Elävät ja kuolleet solut laskettiin fluoresenssimikroskoopilla. Näytteen 
elävien ja kuolleiden solujen määristä laskettiin solukontrolli huomioon ottaen 
kuolleisuusarvo prosentteina. 
 
3.7 Kylmäkuivattujen solujen inhibitio- ja hemolyysitestejä edeltävä 
metanoliuutto 
Syanobakteerien bioaktiivisuuden ja hemolyyttisyyden testauksessa käytettiin 
yksinkertaisempaa uuttomenetelmää. Siinä 100 mg kylmäkuivattuja näytteitä sisältäviin 
putkiin lisättiin 1 ml metanolia ja lasikuulia (0,5 mm Glass beads, Cell disruption media, 
Scientific Industries INC, USA), minkä jälkeen putket laitettiin ravisteluun FastPrepTM -
laitteeseen (Fast Prep-24 homogenizer, MP Biomedicals, USA) 30 sekunnin ajaksi 6,5 m s-1 
nopeudella. Tämä tehtiin solujen hajottamiseksi ja niiden bioaktiivisten aineiden 
liuottamiseksi. Näytteitä sentrifugoitiin (Eppendorf AG, Centrifuge 5415 D, Germany) 5 
minuuttia 16 000 x g voimakkuudella, minkä jälkeen supernatantti otettiin talteen ja 
kiintoaines liuotettiin uudelleen 1 ml metanolia. Ravistelu FastPrepTM -laitteella sekä 
sentrifugointi toistettiin kuten edellä ja supernatantti kerättiin jälleen talteen. Nämä 
supernatantit yhdistettiin yhdeksi näytteeksi. Valmistettuja uutteita säilytettiin -20 °C.     
 
3.8 Antimikrobisten bioaktiivisuuksien testaus 
maljadiffuusiomenetelmällä 
Syanobakteerikantojen metaboliittien potentiaaliset mikrobien kasvua estävät vaikutukset 
testattiin neljällä eri mikrobilla. Yksi näistä mikrobeista oli eukaryootti (Candida albicans 
HAMBI 484), yksi gramnegatiivinen (Burkholderia cepacia HAMBI 2487) ja yksi 
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grampositiivinen bakteeri (Staphylococcus aureus HAMBI 11). Näin saatiin laaja käsitys 
metaboliittien haitallisuudesta erilaisiin mikrobiryhmiin. Mikrobien kasvatusolosuhteet on 
kuvattu taulukossa 3.3. Vuorokauden vanhaa mikrobikasvustoa siirrostettiin kiinteiltä 
kasvatusalustoiltaan (Liite 3) pumpulipuikoilla 0,145 M NaCl -liuosta sisältäviin koeputkiin, 
joita vorteksoitiin pikaisesti tasaisen n. 0,5 McFarland suspension aikaansaamiseksi. Tätä 
suspensiota levitettiin pumpulipuikoilla tasaisesti uusille kasvatusalustoille. Tämän jälkeen 
kasvatusalustojen pinnoille asetettiin pahvikiekkoja (6 mm, 21-BLANK, Abtek Biologicals Ltd, 
Britannia), joihin oli imeytetty 300 µl solujen metanoliuutteita. Jokaisella maljalla käytettiin 
myös positiivista ja negatiivista kontrollia. Negatiivisena kontrollina toimivaan kiekkoon oli 
imeytetty 300 µl metanolia. Positiivisena kontrollina käytettiin C. albicans -mikrobin 
tapauksessa 125 µg nystatiinia (SIGMA-ALDRICH, Missouri, USA) ja bakteerien kohdalla 250 µg 
kanamysiinia (SIGMA-ALDRICH, Missouri, USA). Mikrobeja kasvatettiin vuorokausi niille 
sopivissa lämpötiloissa (Taulukko 3.3.). Tämän jälkeen kykyä inhiboida mikrobien kasvua 
tutkittiin mittaamalla kiekkojen ympärille mahdollisesti muodostuneen estovyöhykkeen 
halkaisija.      
Taulukko 3.3. HAMBI-kantakokoelman mikrobien koodit ja kasvatusolosuhteet.  
Mikrobi HAMBI no. Alusta Lämpötila °C 
Candida albicans 484 YM-agar 28 
Staphylococcus aureus 11 BHI-agar 37 
Burkholdera cepacia 2487 TSA-agar 37 
 
 
3.9 Hemolyyttisyystestit  
Syanobakteerien hemolyyttisyyden testaamiseen käytettiin aluksi veriagarmaljoja 
(Naudanverimalja, Tammer-Tutkan Maljat, Finland). Testi suoritettiin lähes samalla tavalla 
kuin bioaktiivisuuden testaus maljadiffuusiomenetelmällä. Maljoille asetettiin pahvikiekkoja 
(6 mm, 21-BLANK, Abtek Biologicals Ltd, Britannia), joihin oli imeytetty 300 µl syanobakteerien 
metanoliuutteita (ks. kappale 3.7.) Kullakin maljalla oli myös positiivinen ja negatiivinen 
kontrolli. Negatiivisena kontrollina toimivaan kiekkoon imeytettiin 300 µl metanolia. 
Positiivisena kontrollina käytettiin 300 µl 0,1 % Tween® 20 metanoliin liuotettuna. Maljoja 
inkuboitiin yön yli +28 °C lämpötilassa.  Hemolyyttisyys todettiin seuraavana päivänä kiekkojen 
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ympärille mahdollisesti muodostuneista hemolyysivyöhykkeistä. Testi toistettiin itse tehdyillä 
veriagarmaljoilla (Liite 3) epäselvien tulosten varmentamiseksi. Maljoja tarkasteltiin myös 
mikroskoopilla (Olympus CK2, Olympus Microscopes, Japan)  
Kannasta HIID B4B löydettiin ainutlaatuinen aktiivisuus. Tätä aktiivisuutta aikaansaavaa 
yhdistettä koetettiin eristää fraktioimalla syanobakteerikannasta tehtyä metanoliuutetta 
samaan tapaan kuin antileukeemisia yhdisteitä jäljitettäessä. Kiinteäfaasiuutolla ja HPLC:llä 
valmistettujen fraktioiden aktiivisuus testattiin tosin maljadiffuusiomenetelmällä 
veriagarmaljoja hyödyntäen.  
Hemolyyttisyyttä testattiin myös toisella menetelmällä, joka perustui Echigoya ym. (2005) ja 
Brovedanin (2016) tutkimuksiin. Siinä kuoppalevyn kaivoihin pipetoitiin 100 µl esivalmistettua 
3 % veri-saliiniseosta (Liite 4) ja 5 µl näytteitä tai kontrolleja. Näytteet olivat joko 
syanobakteerien metanoliuutteita tai konsentroituja DMSO-uutteita. Konsentroidut uutteet 
valmistettiin sekoittamalla 300 µl metanoliuutetta 50 µl DMSO:ta, minkä jälkeen metanoli 
kuivattiin seoksesta pois jättäen jäljelle syanobakteerin yhdisteet sisältävän DMSO:n. 
Negatiivisina kontrolleina käytettiin joko metanolia tai vettä. Positiivisina kontrolleina 
käytettiin sekä 0,1 % Tween® 20 -vesi liuosta että 0,2 % Tween® 20 -metanoli liuosta. Kutakin 
kontrollityyppiä valmistettiin kolme rinnakkaista kappaletta. Konsentroidut näytteet ja 
normaalit metanolinäytteet tehtiin omille kuoppalevyilleen. Kun näytteet ja kontrollit oli 
lisätty, niitä inkuboitiin yksi tunti +37 °C. Tämän jälkeen kuoppalevyjä sentrifugoitiin 
(Eppendorf AG, Centrifuge 5804R, Germany) 5 min 900 x g voimakkuudella. Tuloksia 
tarkasteltiin silmämääräisesti vertailemalla supernatanttien väriä. Hemolyyttisten näytteiden 
supernatanttiin oli jäänyt punertavaa väriä.   
 
3.10 Geeniklusterien tutkimus  
Viiden tässä työssä mukana olleen bioaktiivisen syanobakteerikannan genomi oli sekvensoitu 
aiemmin (Illumina TruSeq® PCR Free 350 bp kirjasto ja Illumina HiSeq2500 paired-end 
sekvensointi, genomin kokoaminen Spades (versio 3.7.1) ja Newbler (versio 3.0) ohjelmia 
käyttäen). HIIDB4B, HIIDB16A, HIIDD1B, OSC251 ja XPORK11B -genomit käytiin läpi etsien 
erityisesti NRPS ja PKS -biosynteesireittejä. Yleiskuva näiden kantojen tuottamista 
biosynteesireiteistä saatiin käyttämällä antiSMASH-ohjelmaa (Weber ym. 2015), joka 
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tunnistaa jo aiemmin tunnettuja biosynteesireittejä muistuttavia biosynteesigeenejä.  
Genomien avoimia lukukehyksiä käytiin läpi tarkemmin Artemis-ohjelmassa (16.0.0. Sanger 
institute, Ruthenford ym. 2000, ohjelma saatavilla: 
http://www.sanger.ac.uk/science/tools/artemis). NRPS- tai PKS-geenien tunnistamiseksi 
vastaavan lukukehyksen aminohapposekvenssiä verrattiin tietokantojen sekvensseihin, jotta 
nähtiin, koodasivatko sekvenssit keskeisten peptidien tai polyketidien tuottamiseen 
tarvittavia entsyymejä. Käytetyt tietokannat olivat National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) Conserved Domains -haku (Marchler-Bauer ym. 2015, osoite: 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) ja  Marylandin yliopiston PKS/NRPS -
sekvenssianalyysi (Bachmann & Ravel 2009, osoite: http://nrps.igs.umaryland.edu/). Mikäli 
sekvenssit sisälsivät NRPS- tai PKS-moduuleja, tutkittiin myös mahdollista yhdistettä 
koodaavan klusterin kokoa ja verrattiin NCBI:n BLAST-haun (Altschul ym. 1990, osoite: 
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) avulla sekvenssiä jo tunnettuihin 
biosynteesireitteihin. 














4 Tulokset   
4.1 Kiinteäfaasiuutosta saatujen fraktioiden puhtaus ja vaikutus 
syöpäsoluihin 
Tässä työssä tarkasteltiin 20 syanobakteerikannan bioaktiivisuuksia. Valitut kannat olivat 
aiemmin osoittaneet antileukeemisia tai sytotoksisia ominaisuuksia (Humisto ym. 2016). 
Yksityiskohtaisempaan tarkasteluun valittiin neljä syanobakteerikantaa: HIIDB4B, HIIDB16A, 
OSC251 ja XPORK11B. Koska syanobakteerikantojen mahdollisesti sisältämien 
antileukeemisten yhdisteiden rakenteesta ei tiedetty mitään, päädyttiin hajauttamaan 
kantojen metaboliitit useisiin fraktioihin, joista sitten tarkempiin tutkimuksiin valittaisiin vain 
antileukeemista aktiivisuutta ilmentävät. Muut metaboliitit jätettäisiin huomiotta. Edellisistä 
tutkimuksista (Humisto ym. 2016) kuitenkin tiedettiin tutkittujen kantojen antileukeemisten 
tekijöiden liukenevan paremmin orgaanisiin liuottimiin kuin poolisempaan veteen. Niinpä 
fraktiointi päätettiin suorittaa normaalifaasiuuton avulla. Ensimmäisten sarjojen tulosten 
valmistuttua huomattiin yhden käytetyistä liuottimista, tetrahydrofuraanin, sisältävän 
epäpuhtauksia, jotka aiheuttivat väärän positiivisen tuloksen Molm13-solutesteissä. Näiden 
epäpuhtaiden kiinteäfaasiuuttofraktioiden vaikutus syöpäsoluihin on esitetty liitteessä 5. 
Tämän jälkeen THF-liuotin korvattiin toisella liuotinerällä jonka puhtaus tarkistettiin 
toistamalla kiinteäfaasiuutto sekä niiden Molm13-solutestit (Kuvat 4.1 ja 4.2). Lisäksi testattiin 
etyyliasetaatin toimimista tetrahydrofuraanin korvaajana (Kuvat 4.1 ja 4.2). Onnistuneiden 
kiinteäfaasiuuttojen tulokset on esitetty kuvissa 4.1 ja 4.2 ja numeraalisesti liitteessä 6. 
Molm13-solutestien perusteella jatkotutkimuksiin valittiin HIIDB16A kannan toinen 
heptaanifraktio, toinen THF-fraktio, toinen asetonifraktio ja toinen isopropanolifraktio, sekä 











Kuva 4.1. Kiinteäfaasiuutteiden (1 %) aiheuttama kuolleisuus Molm13-leukemiasoluilla 24h jälkeen. 
a) Syanobakteerikannan HIIDB16A:n tetrahydrofuraania sisältäneen kiinteäfaasiuuttosarjan 
fraktioiden tulokset. b) HIIDB16A:n etyyliasetaatia sisältäneen kiinteäfaasiuuttosarjan fraktioiden 
tulokset. c) HIID B4B tetrahydrofuraania sisältäneen kiinteäfaasiuuttosarjan fraktioiden tulokset. d) 











Kuva 4.2. Molm13 syöpäsolujen kuolleisuus 0,5 % syanobakteerien metaboliittien seoksessa. a) 
Syanobakteerikannan HIID B16A:n tetrahydrofuraania sisältäneen kiinteäfaasiuuttosarjan fraktioiden 
tulokset. b) HIID B16A:n etyyliasetaatia sisältäneen kiinteäfaasiuuttosarjan fraktioiden tulokset. c) 
HIID B4B tetrahydrofuraania sisältäneen kiinteäfaasiuuttosarjan fraktioiden tulokset. d) HIID B4B 




4.2 Nestekromatografialla erotettujen fraktioiden koostumus ja 
vaikutus syöpäsoluihin  
Kiinteäfaasiuutteesta saatujen näytteiden HPLC-ajoissa käytettiin gradienttiajoja paremman 
erottelukyvyn aikaan saamiseksi. Uutteiden yhdisteet eivät kuitenkaan erottuneet toisistaan 
selkeästi. Kromatogrammeista havaittiin tyypillisesti vain muutama selvästi erottuva piikki 
(kuvat 4.3-4.8). HPLC-fraktioit testattiin Molm13-solutesteissä ja niistä saatiin positiivisia 
tuloksia eli havaittiin sytotoksinen aktiivisuus muutamilla fraktioilla (Taulukko 4.1). HIIDB16A 
kannan toisen tetrahydrofuraanilla eluoidun SPE-fraktion kolmannella HPLC-fraktiolla 
(nimettiin T6 3) tehdyissä testeissä mitattiin Molm13-solujen kuolleisuudeksi yli 60 %. QTOF 
massaspektrejä tutkimalla fraktion havaittiin sisältävän lähinnä yhdistettä, jonka massa oli 623 
Da (kuva 4.10). Yhdisteellä oli myös korkea absorbanssi, mikä viittasi useisiin kaksoissidoksiin. 
Toinen merkittävä aktiivisuus löydettiin HIIDB16A toisen heptaanilla eluoidun SPE-fraktion 
kymmenennestä HPLC-fraktiosta (nimettiin T2 10). Fraktion UV-kromatogrammi muistutti 
karotenoidien kromatogrammeja ja sen aktiiviseksi arvellun yhdisteen massapiikki oli 566 m/z 
(kuvat 4.11 ja 4.12). Millään Bergeniin lähetetyillä HIIDB4B -kannan HPLC-fraktiolla ei havaittu 
merkittävää vaikutusta Molm13-soluihin. Kuitenkin HIIDB4B ensimmäisen asetonilla eluioidun 
SPE-fraktion ensimmäinen ja vielä vahvemmin toinen HPLC-fraktio ilmensivät aktiivisuutta 
hemolyysimaljoilla. HIID B4B -aktiivisissa fraktioissa toistuivat massapiikit 219 m/z ja 335 m/z, 
joiden arveltiin olevan suuremman kompleksin osia (kuvat 4.13 ja 4.14). Varsinaisen 




Kuva 4.3.  HIIDB16A toisen tetrahydrofuraanilla eluoidun fraktion (T6) kromatogrammi. Ylhäällä 
Kokonaisionivirta-kromatogrammi, alhaalla UV-kromatogrammi. HPLC fraktiot kerättiin talteen 
minuutin jaksoissa.  
 





Kuva 4.5. HIIDB16A toisen heptaanilla eluioidun fraktion (T2) kromatogrammi. Ylhäällä 
kokonaisionivirta-kromatogrammi, alhaalla UV-kromatogrammi. HPLC fraktiot kerättiin talteen 





Kuva 4.6. HIIDB16A toisen heptaanilla eluoidun fraktion (T2) massaspektri. 
 
Kuva 4.7. HIIDB4B ensimmäisen asetonilla eluioidun fraktion (T43) kromatogrammi. Ylhäällä 
Kokonaisionivirta-kromatogrammi, alhaalla UV-kromatogrammi. HPLC-fraktiot kerättiin talteen 

















Kuva 4.9 HIIDB16A toisen tetrahydrofuraanilla eluoidun SPE-fraktion komannen HPLC-fraktion (T6 3) 
QTOF-kromatogrammit. a) kokonaisionivirtakromatogrammi b) UV-kromatogrammi   
  
Kuva 










Kuva 4.11 HIIDB16A toisen heptaanilla eluioidun SPE-fraktion kymmenennen HPLC-fraktion QTOF-
kromatogrammit. A. kokonaisionivirtakromatogrammi B. UV-kromatogrammi .    
 
 







Kuva 4.13 HIIDB4B ensimmäisen asetonilla eluoidun fraktion HPLC-fraktiosarjan kromatogrammit. a) 
kolmas HPLC-fraktio (ei aktiivinen). b) toinen HPLC-fraktio (aktiivinen). c) ensimmäinen HPLC-fraktio 


















Kuva 4.14 HIIDB4B QTOF-massaspektrit. 
 
Taulukko 4.1. HPLC-fraktioille Bergenissä havaitut Molm13 solukuolleisuudet. T2 = HIIDB16A 
toinen heptaanifraktio, T6 = HIIDB16A toinen THF-fraktio, T19 = HIIDB16A toinen asetoni- 
fraktio, T24 HIIDB16 toinen isopropanolifraktio, T40 = HIIDB4B toinen dikloorimetaanifraktio, 
T46 = HIIDB4B toinen asetonitriilifraktio,  - = kuolleisuutta ei havaittu, + = kuolleisuus alle 30 




T2 T6 T19 T24 T40 T46 
1. - - - - - - 




3. - +++ - - - - 
4. - - - - - - 
5. - - - - - - 
6. - - - - - - 
7. - - - - - - 
8. - - - - - - 
9. - - - - - - 
10. ++ - - - - - 
11. - - - - - - 
12. - - - - - - 
13. - - - - - - 
14. - - - - - - 
 
 
4.3 Genomeista löydetyt klusterit 
Viidellä työssä mukana olleella syanobakteerikannalla oli saatavilla alustava 
kokogenomisekvenssi, joita hyödynnettiin geeniklusterien tarkasteluun. Kokonaiskuva 
kantojen sisältämistä geeniklustereista saatiin antiSMASH-ohjelman avulla (Taulukko 4.2). 
Kantojen geeniklusterien kokonaismäärä vaihteli yhdeksän ja kahdenkymmenen välillä 
(Taulukko 4.2). Mahdollisia NRPS-klustereita löytyi HIIDB4B, HIIDD1B ja HIIDD2A kannoilta, 
kun taas PKS-geeniklustereita löytyi kaikilta muilta paitsi HIIDD1B kannalta. NRPS-PKS-
hybridejä löytyi kaikilta kannoilta (Taulukko 4.2). Koska antiSMASH:n antamat tulokset ovat 
vain suuntaa antavia, etenkin lyhyiden scaffoldien kohdalla, varmistettiin tulokset Artemis-
annotointiohjelman avulla ja syöttämällä kiinnostuksen kohteina olevien avointeen 
lukukehysten aminohapposekvenssit NCBI:n conserved domain -hakuun. Mikäli tunnettuja 
geeniklustereita muistuttavien avointen lukukehysten määrä oli vähäinen mahdollisen 
sekundaarimetaboliitin kohdalla, jätettiin ne huomiotta. Lyhyet sekvenssit eivät voisi 
muodostaa metaboliittien koodaamiseen tarvittavia klustereita. Lupaavimmilta vaikuttavien 
geeniklusterien koodaamia synteesikoneistoja koetettiin mallintaa, jotta voitaisiin päätellä, 
minkä tyyppistä metaboliittia etsyymikompleksi syntetisoi (Kuva 4.15).  
Taulukko 4.2. Tutkimuksessa mukana olleiden kantojen antiSMASH-tulokset ja Artemis-ohjelmalla 
varmistetut NRPS-, PKS- tai hybridiklusterit.  Artemis-ohjelmalla löydetyjen NRPS, PKS tai niiden 






Kuva 4.15 HIIDB16A -kannasta mallinnettu NRPS-PKS -hybridigeeniklusteri. A = adenylaatioyksikkö, 
PCP = peptidiä kuljettava proteiini, C = kondensaatioyksikkö, KR = ketoreduktaasi, AT = 
asyylitransferaasi, ACP = asyylia kuljetava proteiini, KS = ketosyntaasi.  
 
4.4 Bioaktiivisuustestien tulokset 
Kaikkien tässä työssä mukana olleiden syanobakteerikantojen (Taulukko 3.1) bioaktiivisuus 
testattiin kolmea eri mikrobia vastaan. Yksikään testatuista syanobakteerikannoista ei 
ilmentänyt bioaktiivisuutta testattujen mikrobien osalta (Taulukko 4.3.). Kontrollit toimivat 
testissä odotetusti, joten itse menetelmässä tai sen suorituksessa ei katsota olevan vikaa. 
Joitain testimaljoja on esiteltynä kuvassa 4.16. 
Taulukko 4.3. Tutkittujen kantojen bioaktiivisten yhdisteiden testaus maljadiffuusiomenetelmällä.    
Kanta 
Estovyöhykkeen halkaisija (mm) 
C. albicans B. cepacia S. aureus 
HIID B4B 0 0 0 
HIID B11B 0 0 0 
HIID B16A 0 0 0 
HIID B21B 0 0 0 
HIID B22A 0 0 0 
HIID D1B (aks.) 0 0 0 
HIID D2A 0 0 0 
HIID B4B Geminocystis sp. 12,6 Mbp 1 2 1 (1) 6 1 4 15
HIID B16A Pseudanabaena sp. 6,9 Mbp 0 1 3 (3) 1 3 1 9
HIID D1B Nostoc sp. 8,1 Mbp 3 (2) 0 2 (2) 5 3 7 20
HIID D2A Leptolyngbya sp. 17,7 Mbp 1 2 1 (1) 6 4 4 18




koko NRPS PKS 
NRPS-PKS 
hybridi Terpeeni Bakteriosiini Muut Yhteensä
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HIID D3 (aks.) 0 0 0 
HIID D7A 0 0 0 
OSC 2 0 0 0 
OSC 18 0 0 0 
OSC 45 0 0 0 
OSC 245 0 0 0 
OSC 251 0 0 0 
OSC 278 0 0 0 
OSC 289 0 0 0 
OSC 127 (aks.) 0 0 0 
XHIID C2 0 0 0 
XPORK 9A 0 0 0 
XPORK 11B 0 0 0 
    
Kanamysiini N/A 30 n. 25 
Nystatiini n. 22 N/A N/A 
 
 a)   
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b)   
c)  
Kuva 4.16. Bioaktiivisuusmaljat a) Burkholdera cepacia bioaktiivisuustestimalja 1. b) Staphylococcus 
aureus bioaktiivisuusmalja 1. c) Candida albicans bioaktiivisuusmalja 1. Kyseisiltä maljoilta ei havaittu 
näytteiden aikaansaamia estovyöhykkeitä, kuten ei muiltakaan tehdyistä maljoista. P = positiivinen 




4.5 Hemolyyttisyystestien tulokset  
Selvää β-hemolyyttisyyttä ilmensi tutkituista kannoista ainoastaan HIIDD1B (Kuva 4.17). 
Maljadiffuusioon perustuvissa hemolyysi testeissä HIIDB4B (Kuva 4.17) kannan kiekon 
ympärille muodostui aina säännöllinen vihreä kehä, jollaista ei havaittu millään muulla 
tutkimuksen kannoista. Testi toistettiin kyseisen kannan kohdalla neljä kertaa, joista yhdessä 
kanta oli akseenisesti kasvanut. Vastaavaa väri-ilmiötä ei ylipäätään ole verimaljoilla havaittu 
tämän tutkimuksen ulkopuolisillakaan syanobakteerikannoilla. Värivyöhykettä ei 
muodostunut TSA-, BHI- tai YM -agarmaljoille, jotka eivät sisältäneet punasoluja. Myöhemmin 
HIIDB4B -kannan metanoliuutteesta kiinteäfaasiuutolla valmistetuista fraktioista kahdesta 
löydettiin vihreän halon aikaansaava vaikutus. Nämä fraktiot olivat toinen etyyliasetaatilla 
eluoitu ja ensimmäinen asetonilla eluoitu fraktio. Kyseiset näytteet fraktioitiin vielä 
toistamiseen, tällä kertaa HPLC avulla, ja vihreän halon tuottivat HPLC:n ensimmäinen ja 
toinen fraktio (Kuva 4.7).  Muilla kannoilla hemolyysiä ei havaittu, tai tulosten 
toistettavuudessa oli ongelmia, mikä teki niistä epäluotettavia (taulukot 4.4 ja 4.5).  
Taulukko 4.4. Tutkittujen kantojen hemolyyttisyys maljadiffuusiotestissä. Kysymysmerkki tarkoittaa, 
ettei kanta ole ilmentänyt beetahemolyyttisyyttä, mutta kiekon ympärille on ilmestynyt jokseenkin 
tasareunainen vihreä pigmentti. Posiitiivinen kontrolli oli 0,1 % Tween 20® metanoliliuos ja 
negatiivinen kontrolli puhdas metanoli.  
Kanta 
hemolyysialueen halkaisija (mm) 
Tammer-Tutkan malja Oma malja  
HIID B4B ? (13) ? (10) 
HIID B11B 0 0 
HIID B16A 0 0 
HIID B21B 0 0 
HIID B22A 0 0 
HIID D1B (aks.) 8 7 
HIID D2A 0 0 
HIID D3 (aks.) 0 0 
HIID D7A 0 0 
OSC 2 0 0 
OSC 18 0 0 
OSC 45 0 0 
OSC 245 0 0 
OSC 251 7 0 
OSC 278 ? 0 
OSC 289 0 0 
PL . 127 (aks.) ? 0 
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XHIID C2 0 0 
XPORK 9A 0 0 
XPORK 11B 0 0 
   
pos. kontrolli 20 8 
neg. kontrolli 0 0 
 
Taulukko 4.5. Tutkittujen kantojen hemolyyttisyys kuoppalevytestissä. Arviot perustuvat 
näytekaivojen vertailuun kontrollikaivojen kanssa. 1 = ei havaittavaa hemolyysiä, 2 = heikosti 
erottuva hemolyysiin viittaava värinmuutos, 3 = selvä hemolyysin aiheuttama värinmuutos, *= testi ei 




HIID B4B  1*  1* 
HIID B11B 1 1 
HIID B16A 1 1 
HIID B21B 1 1 
HIID B22A 1 1 
HIID D1B (aks.) 3 3 
HIID D2A 1 1 
HIID D3 (aks.) 1 1 
HIID D7A 1 1 
OSC 2 1 1 
OSC 18 1 1 
OSC 45 1 1 
OSC 245 1 1 
OSC 251 2 1 
OSC 278 1 1 
OSC 289 2 1 
PL . 127 (aks.) 1 1 
XHIID C2 2 2 
XPORK 9A 1 1 









Kuva 4.17. Syanobakteerien todettu hemolyyttisyys veriagarmaljoilla. kantaa HIIDB4B epäiltiin 






5 Tulosten tarkastelu 
5.1 Metaboliittien seulonta, uutto ja talteenotto  
QTOF-ajettujen syanobakteereista valmistettujen metanoliuutteiden sisältämien 
metaboliittien massaspektreistä ei kyetty tunnistamaan kohtia, joista olisi voinut arvioida 
syanobakteerin tuottamien peptidien, polyketidien tai muiden yhdisteiden rakenteita. 
Tutkimuksen alussa ei ollut mahdollista päätellä, mihin yhdisteryhmään syanobakteerien 
antileukeemisuutta aiheuttavat yhdisteet kuuluivat. Humiston ym. (2016) tutkimukset 
osoittivat, että Molm13 -soluja tappava aktiivisuus oli tähän tutkimukseen mukaan otetuilla 
kannoilla tyypillisesti orgaanisessa faasissa. Näin ollen ainoaksi vaihtoehdoksi jäi 
syanobakteereista tehtyjen uutteiden fraktiointi useisiin osiin, joiden antileukeemisuutta 
testattaisiin suorilla solukokeilla. Vastaavaa periaatetta on käytetty muissakin syöpälääkkeitä 
etsivissä tutkimuksissa (Costa ym. 2013, Samarakoon ym. 2013, Li ym. 2016). Menetelmän 
huonona puolena on syöpäsolukasvustojen kuolleisuuden mittauksen työläys. Uutteet tehtiin 
koko tutkimuksen ajan puhtaaseen metanoliin. Joissakin tutkimuksissa (Oftedal ym. 2010, 
Ribeiro 2012, Costa ym. 2013) suosittiin uutossa metanolin seoksia veden tai dikloorimetaanin 
kanssa. Jälkimmäinen voisi oikeissa pitoisuuksissa auttaa liuottamaan nimenomaan 
orgaanisen faasin vähemmän poolisia yhdisteitä.   
Oktadekyylisilikageelin käyttö kiinteäfaasiuutteiden valmistuksessa helpotti huomattavasti 
metaboliittien poistoa pyörökolvista, koska yhdisteet olivat sitoutuneet helposti siirrettävään 
jauhemaiseen kiinteään kantaja-aineeseen. Näin myös metaboliittien annostelu 
kiinteäfaasiuutto patruunaan onnistui ilman että metaboliitit olisivat olleet nestemäisessä 
liuottimessa.   
 
5.2 Kiinteäfaasiuuton edut ja kehitysmahdollisuudet  
Kiinteäfaasiuutto on yleisesti käytetty menetelmä ennen nestefaasikromatografiaa. Tällöin 
tutkittavat näytteet voidaan jakaa karkeasti poolisuutensa mukaan eri fraktioihin. Ilman tätä 
esifraktiointia olisivat kaikki syanobakteerien metaboliitit olleet yhtenä poolina HPLC -ajojen 
näytteissä. Etenkin pigmenttien jakaantuminen omiin fraktioihinsa eluoinnin alkuvaiheessa 
helpotti osittain HPLC -analyyseissä kromatogrammien seurantaa. Mikäli eluoinnin alussa 
käytettyjen orgaanisten liottimien määrää nostettaisiin käytetystä 12 ml, joka oli valmistajan 
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ohjeen ehdottama minimi, voitaisiin karotenoidit ja klorofyllit koota entistä tehokkaammin 
muutamaan tiettyyn fraktioon. Kiinteäfaasiuuton kohdalla onkin olennaista pohtia, kuinka 
montaa eri liuotinta tulisi käyttää ja missä määrin kutakin. Esimerkiksi eluointi vedellä tai vesi-
metanoli-seoksella olisi voinut irrottaa kolonnista vielä vesiliukoisia metaboliitteja. Kuitenkin 
huomioiden, että antileukeeminen aktiivisuus oli orgaanisessa faasissa (Liite 1), tämä olisi 
voinut osoittautua turhaksi.  
 
5.3 HPLC yhdistettynä MS   
Gradienttiajo soveltui paremmin näytteiden eri metaboliittien hajauttamiseen, kuten voi 
odottaa monikomponenttisia näyteseoksia analysoitaessa (Riekkola & Hyötyläinen 2002, 
Schellinger & Carr 2006). Vettä sisältävien näytteiden kuivaus oli kuitenkin työläämpää kuin 
pelkästään orgaanisia liuottimia käytettäessä. Liuottimien kuivausvaiheet eivät sovellu 
haihtuville yhdisteille, kuten eräille terpeeneille, joiden eristämisessä ja tutkimisessa 
suositaan yleensä kaasukromatografiaa (Rowan 2012). HIID B16A -sytotoksisen T2 10-fraktion 
aktiivinen yhdiste oli mahdollisesti karotenoidi, sillä se liukeni hyvin poolittomiin liuottimiin ja 
yhdiste vastasi UVVIS- spektriltään ja massaltaan karotenoideja (Rivera ym. 2014). Myös T6 3-
fraktion aktiivista yhdistettä epäiltiin karotenoidiksi, mutta yhdisteen rakenne ja poolisuus 
eivät olleet yhtä selkeästi rajattavissa kyseiseen ryhmään. Pois ei voida sulkea myöskään 
mahdollisuutta, että antileukeeminen aktiivisuus ei ollut edellä mainittujen yhdisteiden 
aikaansaamaa, vaan fraktiot olisivat sisältäneet yhdisteitä, jotka eivät ionisoituneet 
massaspektrometrissä, eivätkä näin ollen näkyneet massaspektreissä. Löydettyjä yhdisteitä 
yritettiin puhdistaa edelleen nestekromatografian avulla, mutta yhdisteiden vähäisestä 
määrästä johtuen olivat HPLC detektorien havaitsemat signaalit hyvin heikkoja. Tämä vaikeutti 
preparatiivisen HPLC:n käyttöä yhdisteiden erottamiseksi.  
 
5.4 Bioaktiivisuudet ja hemolyyttisyys 
HIIDD1B -kannan β-hemolyyttisen aktiivisuuden aiheutti mitä todennäköisimmin 
glykolipopeptidi hassallidiini, jota oli aiemmissa tutkimuksissa löydetty kyseisestä kannasta 
(Humisto ym. 2016). Hassallidini ei kuitenkaan kiekkojen avulla tehdyissä 
majadiffuusiotesteissä estänyt C. albicans -hiivan kasvua, vaikka hassallidinien pitäisi olla 
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antifungaalisia (Vestola ym. 2014, Shishido ym. 2015). Mikäli HIIDD1B -kannan bioaktiivisuutta 
testattiin korvaamalla pahvikiekko agarmaljalle tehdyllä kuopalla, voitiin estovyöhyke 
kuitenkin havaita. Yhdisteen liukoisuudessa on siis oletettavasti ongelmia. Ilmeisesti 
hemolyyttisen aktiivisuuden aikaansaamiseksi tarvitaan matalampi pitoisuus hassallidiinia 
kuin hiivojen kasvun estämisessä. Koska yksikään kannoista ei ilmentänyt antifungaalisia 
ominaisuuksia, ei ainakaan tämä tutkimus tukennut ajoittaista olettamusta, että syöpäsoluja 
ja sienisoluja tappavilla yhdisteillä olisi yhteys (Fiołka ym. 2013, Shim & Liu 2014, Pérez ym. 
2016) HIIDB4B -kannasta löydetyn ja verimaljoilla vihreän halon aiheuttavan aktivisuuden 
arveltiin olevan alfahemolyysiä. Tähän tulkintaan päätyi myös kaksi hemolyysitestien parissa 
työskentelevää bioanalyytikkoa. Kirjallisuutta tutkittaessa ei löydetty minkäänlaisia 
mainintoja syanobakteerien metaboliittien aikaansaamasta alfahemolyyttisyydestä. Voi olla, 
että kyseinen aktiivisuus löydettiin nyt syanobakteerista ensimmäistä kertaa. Toisaalta ei 
voida täysin rajata pois mahdollisuutta, että alfahemolyyttinen aktiivisuus olisi toisen 
mikrobin kontaminaation aikaansaamaa. Näin ei kuitenkaan pitäisi olla, sillä aktiivisuus löytyi 
myös akseenisesti kasvatetusta HIIDB4B -kannasta.       
 
5.5 Loppupäätelmä 
Käytetyn menetelmän voidaan sanoa toimineen, sillä syanobakteerikantojen 
metanoliuutteilla havaitut aktiivisuudet säilyivät kiinteäfaasiuutto- ja 
nestekromatografiakäsittelyjen läpi. Selvimmin tämä todettiin HIIDB4B:n HPLC:n avulla 
valmistetuista fraktioista, jotka aiheuttivat vielä selvää α-hemolyysiä verimaljoilla. Yhdisteiden 
määrät kuitenkin luonnollisesti pienenivät käsittelyjen myötä, joten aktiivisuudet olivat 
alhaisempia HPLC-fraktioissa kuin SPE-fraktioissa.  Kun yhdisteitä puhdistettiin edelleen HPLC-
fraktioista uudella nestekromatografia-ajolla, niin ilmaisinsignaalien perusteella yhdisteiden 
pitoisuudet olivat matalat. 
Oleellisin kysymys fraktioinnissa lienee, olisiko kiinteäfaasiuuton sijaan pitänyt kuitenkin 
suorittaa korkean erotuskyvyn nestekromatografilla kaksi erillistä ajoa, joista ensimmäisessä 
kerätyt, vielä hyvin epäpuhtaat fraktiot olisi sitten hajautettu toisessa ajossa. Vaikka kahden 
peräkkäisen HPLC-vaiheen metodissa olisi voitu paremmin seurata yhdisteiden eluoitumista 
kolonnista ja toistettavuus olisi voinut olla parempi, niin Molm13-soluilla testattavien 
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näytteiden määrää olisi tuskin saatu vähennettyä. Lisäksi konsentrointi olisi ollut työläämpää 
ilman kiinteäfaasiuuttoa johtuen HPLC-laitteistojen pienistä injektiotilavuuksista.  
Syanobakteerikantojen metanoliuutteilla ei havaittu olevan mikrobien kasvua inhiboivaa 
bioaktiivisuutta. Tämä on sinänsä hyvä asia, koska tutkimuksessa nimenomaan pyrittiin 
löytämään yhdisteitä, jotka vaikuttaisivat spesifisesti syöpäsoluihin. Hemolyysitestien 
perusteella kantojen HIIDD1B ja HIIDB4B sekä mahdollisesti OSC251 Molm13-soluja tappavan 
aktiivisuuden takana voi kuitenkin olla yleinen sytotoksisuus, sillä kannoista valmistetut 
metanoliuutteet vahingoittivat nisäkkäiden punasoluja. Kantojen geeniklustereja tutkittaessa 
ei löytynyt mitään niiden syntetisoimia yhdisteitä, jotka olisi voitu yhdistää johonkin jo 
tunnettuun sytotoksiseen tai syöpäsoluja tappavaan yhdisteeseen.      
Tulevaisuuden haasteet liittyvät aktiivisten metaboliittien lopulliseen puhdistukseen ja 
konsentrointiin. Koska antileukeemisia yhdisteitä ei voida rajata kuuluvaksi mihinkään tiettyyn 
metaboliittien ryhmään, jokaisen kiinnostuksen kohteena olevan yhdisteen eristämiseen on 
löydettävä omat parametrinsä nestekromatografia-ajoihin. On myös syytä huomioida, että 
antileukeeminen aktiivisuus voi olla usean eri yhdisteen yhteisvaikutuksen tulos. Tämä 
vaikeuttaisi solutestien tulosten arviointia fraktioinnin edetessä, sillä olisi vaikeaa tietää, 
johtuisiko aktiivisuuden heikentyminen tai jopa katoaminen laskevista pitoisuuksista vai 
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Liite 1. Testattujen syanobakteerikantojen vesi- ja orgaanisten uutteiden 
aiheuttama solukuolleisuus IPC-81, Molm13 ja hepatosyyttisoluja vastaan 
Humisto ym. (2016) tulosten mukaan.     
  vesi uutteet orgaaniset uutteet 
kanta suku IPC-81 Molm13 Hepatocytes IPC-81 Molm13 Hepatocytes 
HIIDB4B Geminocystis sp. 29,9 16,3 14,8 26,7 56,5 9,5 
HIIDB11B Geminocystis sp.  17,8 14,0 12,0 9,0 33,3 9,9 
HIIDB16A Pseudanabaena sp. 9,1 3,7 3,8 100,0 100,0 100,0 
HIIDB21B Leptolyngbya sp.  11,7 19,6 11,6 13,1 83,3 10,8 
HIIDB22A Phormidium sp.  0,5 26,4 9,4 12,6 64,2 11,0 
HIIDD1B  Nostoc sp. 15,4 100,0 100,0 25,2 26,5 15,2 
HIIDD2A Leptolyngbya sp.  11,4 21,0 9,6 6,3 75,5 2,4 
HIIDD3  Trichormus sp. 17,5 8,8 4,0 9,9 83,1 11,5 
HIIDD7A Anabaena sp. 9,0 19,5 6,7 12,0 70,5 8,5 
OSC2 Plankthrotix sp. 55,3 28,2 5,0 26,4 79,1 5,0 
OSC18 Plankthrotix sp. 71,5 29,3 5,0 18,4 75,6 0,0 
OSC45 Plankthrotix sp. 78,4 35,0 N/A 30,1 82,5 N/A 
OSC245 Plankthrotix sp. 56,0 15,7 0,0 28,0 70,4 0,0 
OSC251 Plankthrotix sp. 40,0 20,6 0,0 82,1 91,7 N/A 
OSC278 Plankthrotix sp. 15,2 19,5 0,0 60,6 100,0 20,0 
OSC289 Plankthrotix sp. 40,4 20,6 0,0 52,9 100,0 10,0 
OSC127  Plankthrotix sp. 61,8 51,5 10,0 56,8 85,8 10,0 
XHIIDC2 Nostoc sp. 3,6 16,4 21,8 65,4 95,5 37,1 
XPORK9A Calothrix sp. 65,4 15,6 5,0 40,4 78,6 0,0 













Liite 2. Syanobakteerien kasvatusalustat (Kótai 1972.) 
Kantaliuos Z8I  
NaNO3   46,7 g  
Ca(NO3)2 · 4 H2O   5,9 g  
MgSO4 · 7 H2O   2,5 g  
H2O   1000 ml  
 
 
Kantaliuos Z8Ix   
MgSO4 · 7 H2O   2,5 g  
CaCl2 · 2 H2O   3,7 g  
NaCl   32,1 g  
H2O   1000 ml 
 
 
Kantaliuos Z8II  
K2HPO4 · 3 H2O   4,1 g  
Na2CO3   2,1 g  
H2O   1000 ml 
 
 
Kantaliuos Z8III  
Fe-liuos:  
FeCl3 · 6 H2O   2,8 g  
0.1 N HCl   100 ml  
 
EDTA-liuos:  
EDTA   3,9 g  
0.1 N NaOH   100 ml  
 
 
Sekoita 10 ml Fe-liuosta 900 ml:aan deionisoitua MQ-vettä ja lisää 9,5 ml EDTA-liuosta. Täytä 

















Hivenaineliuos:   
Kantaliuokset: 
1. Na2WO4·2H2O  0,330 g/100 ml 
2. (NH4)6Mo7O24·2H2O  0,880 g/100 ml 
3. KBr  1,200 g/100 ml 
4. KJ  0,830 g/100 ml 
5. ZnSO4·7H2O  2,870 g/100 ml 
6. Cd(NO3)2·4H2O  1,550 g/100 ml 
7. Co(NO3)2·6H2O  1,460 g/100 ml 
8. CuSO4·5H2O  1,250 g/100 ml 
9. (NH4)2Ni(SO4)2·6H2O  1,980 g/100 ml 
10. Cr(NO3)3·9H2O  0,410 g/100 ml 
11. V2O5 0,089  g/l 
12. Al2(SO4)3K2SO4·24H2O  4,740 g/100 ml  
13. H3BO3   31 g  
       MnSO4·4H2O   16,4 g 
 
Hivenaineliuos valmistetaan sekoittamalla 1 ml liuoksia 1–10 ja 12 sekä 10 ml liuoksia 11 ja 
13. Täytä MQ-vedellä 1000 ml.  
 
Z8 ja Z8x  
10 ml Z8I tai Z8Ix 
10 ml Z8II  
10 ml Z8III  
1 ml hivenaineliuosta  
 
Liuokset sekoitetaan 500 ml hiilidioksidilla kuplitettua MQ-vettä ja täytetään 1000 ml:aan MQ-















aivo-sydän-agar 52 g 
vesi 1000 ml 
 
Autoklavointi 15 minuuttia + 121 °C.  
TSA-ravintoalusta  
  
kaseiini 15 g 
soijadigestio 5 g 
NaCl 5 g 
agar 15 g 
vesi 1000 ml 
 
Autoklavointi 15 minuuttia + 121 °C.  
YM-ravintoalusta  
  
hiivauute 3 g 
mallasuute 3 g 
peptoni 5 g 
dekstroosi 10 g 
agar 20 g 
vesi 1000 ml 
 
Autoklavointi 15 minuuttia + 121 °C.   
Veriagar-ravintoalusta 
  
peptoni 10 g 
lihauute 10 g 
NaCl 5 g 
agar 12 g 
vesi 1000 ml 
  
veri 5% vol/vol 
 
Autoklavointi 15 minuuttia +121 °C. Tämän jälkeen annetaan liuoksen jäähtyä +50 °C 
lämpötilaan, jolloin lisätään defibrinoitua verta 5 % kantaliuoksen tilavuudesta.   
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Liite 4. Veren esivalmistelu hemolyysitestiin (Brovedani 2016)  
1. Otetaan tarvittava määrä defibrinoitua verta halutun malliseen sentrifuugausputkeen 
(esim. Falcon-putki)  
2. Punasolut erotetaan plasmasta sentrifugoimalla 1000-1300 rcf voimakkuudella 10 min +4 
°C. Plasma kaadetaan pois. 
3. Punasolupelletti pestään kahdesti 0,9 % NaCl-liuoksella. Sentrifugointi saliinin lisäysten 
jälkeen 5 min 900 rcf +15 °C. Supernatantti poistetaan.  
























d)   
Epäpuhtaiden kiinteäfaasiuutteiden aiheuttama kuolleisuus Molm13-leukemiasoluilla 24h 
jälkeen kolmessa eri pitoisuudessa. a) Tulokset kannan HIIDB4B-fraktiosarjasta. b) Tulokset 
kannan HIIDB16A-fraktiosarjasta. c) Tulokset kannan OSC251-fraktiosarjasta. d) Tulokset 







Liite 6. Bergenin yliopistolla suoritettujen Molm13 testien tulokset SPE- 
fraktioista. 
             Molm13 kuolleisuus 
koodi kanta fraktio 0,01 0.5% 
T1 HIIDB16A 1. heptaani  1,76 N/A 
T2 HIIDB16A 2. heptaani  100,00 87,78 
T3 HIIDB16A 1. dikloorimetaani  95,29 15,56 
T4 HIIDB16A 2. dikloorimetaani  52,35 2,22 
T5 HIIDB16A 1. tetrahydrofuraani 60,00 5,00 
T6 HIIDB16A 2. tetrahydrofuraani 100,00 93,33 
T7 HIIDB16A 1. asetoni  95,88 12,78 
T8 HIIDB16A 2. asetoni  100,00 94,44 
T9 HIIDB16A 1. asetonitriili  38,24 N/A 
T10 HIIDB16A 2. asetonitriili 4,71 N/A 
T11 HIIDB16A 1. isopropanoli 0,00 N/A 
T12 HIIDB16A 2. isopropanoli -0,59 N/A 
T13 HIIDB16A 1. heptaani  -3,53 N/A 
T14 HIIDB16A 2. heptaani  99,41 47,78 
T15 HIIDB16A 1. dikloorimetaani  39,41 N/A 
T16 HIIDB16A 2. dikloorimetaani  75,88 2,78 
T17 HIIDB16A 1. etyyliasetaatti 88,24 9,44 
T18 HIIDB16A 2. etyyliasetaatti 100,00 80,56 
T19 HIIDB16A 1. asetoni  88,82 26,11 
T20 HIIDB16A 2. asetoni  97,06 18,89 
T21 HIIDB16A 1. asetonitriili  75,29 1,11 
T22 HIIDB16A 2. asetonitriili 4,12 N/A 
T23 HIIDB16A 1. isopropanoli -1,76 N/A 
T24 HIIDB16A 2. isopropanoli 91,76 39,44 
T25 HIIDB4B 1. heptaani  0,00 N/A 
T26 HIIDB4B 2. heptaani  34,71 N/A 
T27 HIIDB4B 1. dikloorimetaani  90,59 9,44 
T28 HIIDB4B 2. dikloorimetaani  100,00 67,78 
T29 HIIDB4B 1. tetrahydrofuraani 95,29 21,67 
T30 HIIDB4B 2. tetrahydrofuraani 1,18 N/A 
T31 HIIDB4B 1. asetoni 82,35 26,67 
T32 HIIDB4B 2. asetoni  66,47 7,22 
T33 HIIDB4B 1. asetonitriili  8,82 N/A 
T34 HIIDB4B 2. asetonitriili 2,35 N/A 
T35 HIIDB4B 1. isopropanoli -3,53 N/A 
T36 HIIDB4B 2. isopropanoli 40,59 N/A 
T37 HIIDB4B 1. heptaani  -3,53 N/A 
T38 HIIDB4B 2. heptaani  38,24 N/A 
T39 HIIDB4B 1. dikloorimetaani  70,59 7,78 
T40 HIIDB4B 2. dikloorimetaani  94,71 16,67 
T41 HIIDB4B 1. etyyliasetaatti 98,24 43,89 
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T42 HIIDB4B 2. etyyliasetaatti -5,29 N/A 
T43 HIIDB4B 1. asetoni  -7,65 N/A 
T44 HIIDB4B 2. asetoni  20,59 N/A 
T45 HIIDB4B 1. asetonitriili  85,88 10,00 
T46 HIIDB4B 2. asetonitriili 92,94 15,56 
T47 HIIDB4B 1. isopropanoli 27,06 N/A 
T48 HIIDB4B 2. isopropanoli 24,71 N/A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
